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(54) Title: METHOD OF PREPARING AND AMPLIFYING NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG UND AMPLIFICATION VON NUKLEINSAUREN 

REACTION STARTING MATERIAL : 
Reaktionsansatz : 

AAA-- AAA (Matrizenmolekul) (MATRIX MOLECULE) 

TTT----------TTT (Startermolekai) (STARTER MOLECULE) 

STEP (a) 

Schritt (a) : 

AAA AAA 

TTT -TTT 

STEP (b) 

Schritt (b) : 

AAA AAA* ******** * AAA (Reaktioneprodukt ) (REACTION PRODUCT) 

TTT**********TTT TTT (Reaktionsprodukt) (REACTION PRODUCT) 

POSSIBLE REACTION PRODUCTS AFTER ONE REPETITION : 

M6gliche Reaktionsprodukt e nach einer Wiederholung: 

AAA-- AAA**********AAA 

TTX*#***#****XTT TTT 

AAA -„--AAA**********AAA**********AAA 

TTT**********TTT**********TTT TTT 

AAA AAA ******#**#AAA**********AAA**********AAA 

TTT** ********TTT**********TTT*** ****** *TTT TTT 



(57) Abstract 

The invention concerns a method for the preparation and/or amplification of nucleic acids, as well as the use of nucleic acids prepared 
in this way and a kit containing them. In particular, the invention concerns a method of preparing and/or amplifying nucleic-acid sequences 
without the addition of so-called primers. 
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(57) Zi 

Die vorliegende Erfindung bctrifft ein Verfahren zur Herstellung und/odcr Amplifikation von Nukleinsauren, deren Vcrwcndung 
sowic cincn die erfindungsgemSB hergestellten Nukleinsauren enlhaltenden Kit. Insbesondert betrifft diese Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung und/oder Amplifikation von Nukleinsaurcsequenzen ohne Zugabe von Startem ('Primer"). 
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Verfahren zur Herstellung und Amplif ikation von Nukleinsauren 

Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
und/oder Amplif ikation von Nukleinsauren ohne zusfitzliche 
Zugabe von definierten Startern ( "Primern") , die Verwendung 
dieser Nukleinsauren sowie einen die erf indungsgemafc herge- 
stellten Nukleinsauren en thai tenden Kit. 

Doppelstrangige Nukleinsauresequenzen konnen durch Zugabe von 
fur jeden der Strange spezifischen Startern mit einer durch 
die Starter induzierten VerlSngerungsreaktion unter Verwendung 
von Nukleotiden und einem fur die Verlangerungsreaktion ge- 
eigneten Enzym amplif iziert werden. Diese als Polymerase- Ket- 
tenreaktion ("polymerase chain reaction" , "PCR") bezeichnete 
Reaktion ist in EP-B1-0 201 184 beschrieben. Insbesondere ist 
bei der PCR ein molarer tiberschufc der als Starter fungierenden 
definierten Oligonukleotide ("Primer") erforderlich, urn die 
gewunschte Amplif ikation der doppelstrangigen Nukleinsaurese- 
quenzen zu erhalten. Jeder durch einen der spezifischen Star- 
ter induzierte und enzymatisch synthetisierte Strang bildet im 
nachsten Reaktionszyklus die Matrize fur einen durch den ande- 
ren Starter induzierten und enzymatisch zu synthetisierenden 
Strang, wobei die enzymatisch synthetisierten StrSnge eines 
Zyklus jeweils zueinander komplementare Nukleinsauresequenzen 
sind. Die Reaktionszyklen konnen beliebig oft wiederholt wer- 
den, bis eine gewunschte Menge der doppelstr&ngigen Nuklein- 
saure im Reaktionsgemisch vorliegt. Nachteilig bei der PCR ist 
die zusatzliche Zugabe von Sequenz -spezifischen Oligonukleo- 
tid-Primern, was voraussetzt, da& sich genau zu diesen Oligo- 
nukleotid-Sequenzen entsprechende komplementare Sequenzen in 
den zu amplif izierenden Nukleinsauremolekulen befinden mussen. 
Dies kann u.a. zu keinem Amplif ikationsprodukt fuhren, wenn 
keine entsprechenden komplementaren Sequenzen in den zu ampli- 
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fizierenden, doppelstrangig vorliegenden Nukleinsauren vorhan- 
den sind. Ferner kann bei der PCR eine Amplif ikation der Pri- 
mer durch Selbst-Anlagerung ( "Primer-Self annealing") auftre- 
ten, was ein falsches Reaktionsprodukt sowie falsche Signale 
bei einer anschlieSenden in situ Hybridisierung mit den ampli- 
fizierten Nukleinsauresequenzen zur Folge hat. Ferner wird im 
Reaktionsansatz fur die PCR die Wahrscheinlichkeit einer Kon- 
tamination mit Fremd-Nukleinsauren erhoht, da durch die^ zu- 
satzliche Zugabe der Starter zwei weitere Pipetierschritte 
notwendig sind. 

Somit liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein neues Ver- 
fahren zur Herstellung und/oder Amplif ikation von Nukleinsau- 
ren bereitzustellen, das keine Zugabe von spezifischen Oligo- 
nukleotid-Primern erfordert, urn aus kleinsten Mengen von 
Nukleinsauren, ohne den Zusatz von synthetisch hergestellter 
Fremd-DNS in Form von Primern, groSe Mengen an Nukleinsauren 
herzustellen. Desweiteren sollen * Primer -Self annealing" und 
somit ungewunschte amplif izierte Nukleinsauresequenzen vermie- 
den und das Risiko einer Kontamination des Reaktionsansatzes 
mit Fremd-Nukleinsauren minimiert werden. 



Diese Aufgabe wird erf indungsgem&£ durch ein Verfahren zur 
Herstellung und/oder Amplif ikation von Nukleinsauren gelost, 
wobei der Reaktionsansatz ein einzelstrSngig vorliegendes 
Nukleinsauremolekul ("Startermolekul") mit einer als Starter 
wirkenden endstandigen, vorzugsweise 3 ' -endstandigen Nukleo- 
tidsequenz und ein einzelstrangig vorliegendes Nukleinsauremo- 
lekul ("Matrizenmolekul") mit mindestens einer zur Anlagerung 
an die endstandige Nukleotidsequenz eines Startermolekul s be- 
fahigten Nukleotidsequenz enthalt, umfassend die Schritte 

(a) Anlagern der endstandigen im Startermolekul enthaltenen 
Nukleotidsequenz an eine im Matrizenmolekul enthaltenen 
Nukleotidsequenz unter Bildung eines uberstehenden Stran- 
ges des Matrizenmolekuls, 

(b) Synthetisieren eines Verlangerungsproduktes durch Induzie- 
ren mit der als Starter wirkenden endstandigen 
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Nukleotidsequenz des Startermolekuls unter Verwendung des 
uberstehenden stranges des Matrizenmolekuls als Matrize in 
Gegenwart von Nukleotiden und mindestens einem zur Syn- 
these des VerlSngerungsproduktes geeigneten Agens, wobei 
eine das Verl&ngerungsprodukt enthaltende Nukleinsaure 
( "Reaktionsprodukt 11 ) erhalten wird, 

(c) Trennen des Reaktionsproduktes vom Matrizenmolekul, und 

(d) mindestens einmaliges wiederholen der Schritte (a) bis 
(c) . 

Der Begriff "Nukleinsauremolekul" bedeutet ein natives, 
halbsynthetisches, synthetisches oder modif iziertes Nuklein- 
sauremolekul aus Desoxyribonukleotiden und/oder Ribonukleoti- 
den und/oder modif izierten Nukleotiden, wie Aminonukleotiden 
Oder [of-S] -Triphosphatnukleotiden. 

Der Begriff "Startermolekul" bedeutet ein vorstehend definier- 
tes Nukleinsauremolekul mit mindestens einer endstfindigen, 
vorzugsweise 3 1 -endstandigen Nukleotidsequenz und einer die 
endstandige Nukleotidsequenz f lankierende Nukleotidsequenz, 
die vorzugsweise mindestens eine weitere zur Anlagerung an 
eine Nukleotidsequenz des Matrizenmolekuls befShigte Nukleo- 
tidsequenz enthalt; vgl. Figuren 1 bis 7. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist diese weitere Nukleo- 
tidsequenz am anderen Ende des Startermolekuls, vorzugsweise 
5 1 -endstcLndig, lokalisiert . 

Der Begriff "Matrizenmolekul" bedeutet ein vorstehend defi- 
niertes Nukleinsauremolekul mit mindestens einer zur Anlage- 
rung an die endst&ndige Nukleotidsequenz des Startermolekuls 
befahigten Nukleotidsequenz; vgl. Figuren l bis 7. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm enthalt das Matrizenmole- 
kul mindestens eine endstandige, vorzugsweise 3 1 -endstandige 
Nukleotidsequenz, die zur Anlagerung an die endstandige Nu- 
kleotidsequenz des Startermolekuls befahigt ist. 
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Der Begriff "Reaktionsansatz" bedeutet ein Reaktionsgemisch, 
das neben den Nukleotiden und mindestens einem zur Synthese 
des VerlSngerungsproduktes geeigneten Agens ein oder mehrere 
Startermolekule und ein oder mehrere Matrizenmolekule enthalt, 
wobei weitere, nicht an dem erf indungsgem&fcen Verfahren betei- 
ligte NukleinsSuren vorhanden sein kSnnen. Die Startermolekule 
und/oder die Matrizenmolekule liegen in einer ausreichenden 
Konzentration, vorzugsweise mindestens etwa lxiO" 15 g, im Re- 
aktionsansatz vor. 

Der Begriff "Anlagerung" bedeutet die Ausbildung von bei- 
spielsweise wasserstof f brucken zwischen einzelstrangigen, kom- 
plementaren Bereichen von Nukleinsauremolekulen, insbesondere 
zwischen den erf indungsgemaS definierten Nukleotidsequenzen 
der Startermolekule und Matrizenmolekulen, bei einer geeigne- 
ten Temperatur, vorzugsweise 90 °C oder weniger, und gegebe- 
nenfalls bei einer geeigneten Salzkonzentration, vorzugsweise 
50 bis 300 mM. 

Der Begriff "Verlangerungsprodukt" bedeutet eine an die end- 
standige Nukleotidsequenz des Startermolekuls uber beispiels- 
weise eine Phosphodiester- , Thioester- oder Amidbindung kova- 
lent gebundene, "synthetisierte" Nukleinsaureseuenz, deren 
Primarsequenz komplementar zu der entsprechenden Sequenz des 
Matrizenmolekuls ist . 

Der Begriff "ein zur Synthese des Verlckngerungsproduktes ge- 
eignetes Agens" bedeutet ein natives Enzym oder ein synthe- 
tisch hergestelltes Agens, welches bei der Synthese des Ver- 
langerungsproduktes als Katalysator wirkt. Beispiele fur na- 
tive Enzyme sind die Taq-Polymerase, das Klenow- Fragment der 
DNA-Polymerse I, die E. coli DNA- Polymerase I und die Reverse 
Transkriptase. 

Der Begriff "Reaktionsprodukt '■ bedeutet eine, das Verlange- 
rungsprodukt enthaltende Nukleinsaure, wobei das Reaktionspro- 
dukt per se bei jeder wiederholung der Reaktionssequenz (a) 
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bis (c) als Startermolekul und/oder als Matrizenmolekul gen&E 
den vorstehend aufgeftihrten Definitionen verwendet werden 
kann. 

In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung sind das 
Startermolekul und das Matrizenmolekul gleich, wobei das Ma- 
trizenmolekul (bzw. das Startermolekul) mindestens eine 
Nukleotidsequenz enthalt, die zur Anlagerung an die endstan- 
dige, vorzugsweise 3 • -endstandige Nukleotidsequenz des Star- 
termolekuls (bzw. des Matrizenmolekuls) befahigt ist; vgl . Fi- 
gur 3. Ferner kann das Matrizenmolekul (bzw. das Startermole- 
kul) eine weitere Nukleotidsequenz enthalten, die zur Anlage- 
rung der endstandigen, vorzugsweise 3 1 -endstandigen Nukleotid- 
sequenz des Verlangerungsproduktes befahigt ist. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind das Startermolekul 
und das Matrizenmolekul gleich und das Matrizenmolekul (bzw. 
das Startermolekul) enhalt mindestens eine am anderen Ende, 
vorzugsweise 5 ' -endstandig, lokalisierte Nukleotidsequenz, die 
zur Anlagerung an die endstandige, vorzugsweise 3 1 -endstandige 
Nukleotidsequenz des Startermolekul s (bzw. des Matrizenmole- 
kuls) befahigt ist; vgl. Figur 4. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
enthalt das Matrizenmolekul mindestens teilweise die komple- 
mentcire Sequenz des Startermolekuls, wobei das Matrizenmolekul 
mindestens eine, vorzugsweise zwei zur Anlagerung an die end- 
standige Nukleotidsequenz des Startermolekuls befahigten 
Nukleotidsequenzen enthait; vgl. Figur 5. Vorzugsweise ist 
mindestens eine der zur Anlagerung an die endstandige Nukleo- 
tidsequenz des Startermolekuls befahigten Nukleotidsequenzen 
des Matrizenmolekuls endstandig, vorzugsweise 5 ' -endstandig, 
lokalisiert . 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfin- 
dung ist das Matrizenmolekul die komplementare Sequenz des 
Startermolekul^ wobei mindestens zwei, vorzugsweise gleiche, 
zur Anlagerung an die endstandige Nukleotidsequenz des Star- 
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termolekuls befahigte Nukleotidsequenzen endstandig lokali- 
siert sind; vgl. Figur 6. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erf indung 
ist das Startermolekul beispielsweise uber eine Phosphodi- 
ester-, Thioester- Oder Amidbindung kovalent an das Matrizen- 
molekul gebunden, so da£ im Reaktionsansatz des erf indungsge- 
mSfien Verfahrens mindestens eine Nukleinsaure vorliegt, die 
die Primarsequenzen des Startermolekuls und des Matrizenmole- 
kuls gemafi den vorstehend aufgefuhrten Definitionen enthSlt. 
Die endstandige, vorzugsweise 3 1 -endstandige Nukleotidsequenz 
dieser Nukleinsaure ist die zur Anlagerung an mindestens eine 
im Matrizenmolekul enthaltene Nukleotidsequenz befahigte 
Nukleotidsequenz des Startermolekuls; vgl. Figur 7. Die im Ma- 
trizenmolekul enthaltene Nukleotidsequenz kann beispielsweise 
3*- Oder 5 ' -endstandig sein. 

Die zur Anlagerung ( "Hybridisierung") befahigten Nukleotidse- 
quenzen des Startermolekuls und/oder des Matrizenmolekuls sind 
vorzugsweise repetitive Sequenzen. Der Begriff "repetitive Se- 
quenzen" bedeutet sich wiederholende Sequenzen, wobei unter- 
schieden wird zwischen (1) repetitiven Genen, wie Gene von 
rRNA, tRNA, Histonen und Immunoglobulinen, (2) mittelrepetiti- 
ven Sequenzen, bestehend aus etwa 200 bis 300 Nukleotiden, und 
(3) hochrepetitive Sequenzen, bestehend aus kurzen Sequenzen 
von mindestens etwa 20 bp, die lOOOfach wiederholt sein konnen 
und sich, wie bei der "Alu-Pamilie" von Eukaryoten (Sequenzen 
von 300 bp) , uber das ganze Genom verteilen. 

Ferner konnen die zur Anlagerung befahigten Nukleotidsequenzen 
des Startermolekuls und/oder des Matrizenmolekuls mindestens 
eine Erkennungssequenz fur Endonukleasen oder fur andere 
Nukleinsaure- spaltende Agent ien, wie "molecular scissors", die 
auf einer Ausbildung von triple-Helix-DNS-Erkennungssequenzen 
basieren, enthalten. 



Zur Markierung der erf indungsgemafi hergestellten Reaktionspro- 
dukte kann ein Teil der Nukleotide im Reaktionsansatz markiert 
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sein. Geeignete Markierungen sind beispielsweise mit Biotin # 
Digoxigenin oder Fluoreszenzf arbstof f en gekoppelte Nukleotide 
oder mit einem radioaktiven Isotop raarkierte Nukleotide. Fer- 
ner konnen die Reaktionsprodukte selbst markiert werden, bei- 
spielsweise durch den Einbau von markierten Nukleotiden mit- 
tels "Nick-Translation". 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
dung ist der uberstehende Strang des Matrizenmolekuls mit ei- 
ner genetischen, kanzerogenen oder infektiosen Krankheit ver- 
bunden. In diesem Fall handelt es sich urn spezifische Nuklein- 
sauresequenzen, die modifiziert oder nativ bzw. direkt oder 
indirekt die Induktion einer solchen Krankheit verursachen. 

Das erf indungsgemafie Verfahren kann mit einzelstrSngig oder 
doppelstrangig vorliegenden Nukleinsauren durchgefuhrt werden, 
wobei doppelstrangig vorliegende Nukleinsauren vor Schritt (a) 
in einzelstr&ngige Nukleinsauren nach im Stand der Technik be- 
kannten Verfahren, wie Hitze-Denaturuierung oder pH-abhangige 
Denaturierung mit HC1 oder NaOH, uberfuhrt werden. 

Der Reaktionsansatz hat ein geeignetes Volumen, beispielsweise 
20 bis 200 /il, und enth&lt (l) eine fur die Synthese des Ver- 
lcLngerungsproduktes geeignete Konzentration an gewunschten 
Nukleotiden, vorzugsweise 5 bis 100 nmol, mehr bevorzugt etwa 
20 nmol, (2) fur die Synthese des Verlangerungsproduktes aus- 
reichende Einheiten eines synthetisierenden Agens, beispiels- 
weise 1 bis 15 Einheiten, vorzugsweise 5 Einheiten Taq- Polyme- 
rase, und (3) mindestens etwa lxiO -15 g Start ermolekule und 
Matrizenmolekule bzw. Nukleinsauren, die das Startermolekul 
und das Matrizenmolekul kovalent miteinander verbunden enthal- 
ten, in einer geeigneten Reaktionslosung. 

Die Reaktionslosung enth&lt vorzugsweise MgCl 2 (i bis 200 
mmol, bevorzugt 1 bis 50 mmol, mehr bevorzugt l bis 2 0 mmol 
und am meisten bevorzugt 3 mmol), NaCl (30 bis 300 mmol, be- 
vorzugt 50 bis 2 50 mmol, mehr bevorzugt 100 bis 200 mmol und 
am meisten bevorzugt 160 mmol) und/oder KC1 (10 bis 70 mmol, 
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bevorzugt 30 bis 70 mmol, mehr bevorzugt 40 bis 60 mmol und am 
meisten bevorzugt 50 mmol) und/oder Tris (hydroxyme thy 1) amino - 
methan (5 bis 50 mmol, bevorzugt 5 bis 30 mmol, mehr bevorzugt 
5 bis 20 mmol und am meisten bevorzugt 10 mmol) und/oder Tween 
20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) (0,01 bis 0,1 Vol.-%, 
bevorzugt 0,01 bis 0,06 Vol.-%, mehr bevorzugt 0,01 bis 0,04 
Vol.-% und am meisten bevorzugt 0,02 Vol.-%) und gegebenen- 
falls Gelatine (0,1 bis l mmol). Der pH-Wert der Reaktionslo- 
sung liegt in einem geeigneten, insbesondere von dem syntheti- 
sierenden Agens abhangigen Bereich. 

In Schritt (a) des erf indungsgemSfien Verfahrens lagern sich 
die endstandigen Nukleotidsequenzen der Startermolekule an in 
den Matrizenmolekulen enthaltene Nukleotidsequenzen unter Bil- 
dung uberstehender strange, die als Matrize wirken, an. 
Diese Anlagerung wird bei im Reaktionsansatz zunachst doppel- 
strangig vorliegenden Nukleinsauren und vor Schritt (a) dena- 
turierten und somit in Einzelstrangf orm uberfuhrten Nuklein- 
sauren auch als "versetzte Renaturierung" bezeichnet. 
Die Anlagerung erfolgt bei einer Temperatur, die jeweils von 
der Art der im Reaktionsansatz vorliegenden Nukleinsauren ab- 
hangt . 

Beispielsweise wird die Anlagerung der Nukleinsauremolekule, 
die von chromosomaler DNS mit mittelrepetitiven und hochrepe- 
titiven Sequenzen, beispielsweise "Alu-Sequenzen", stammen, 
bei einer Temperatur zwischen 70 und 90 °G durchgef uhrt . Dabei 
kann die Anlagerung derart erfolgen, date gemaS Figur 7 die 
einzelstrangig vorliegende Nukleinsaure mit beispielsweise 
"inverted repeats" enthaltenden "Alu-Sequenzen" unter Bildung 
einer Schleife mit der endstandigen, vorzugsweise 3 ' -endstan- 
digen Alu-Sequenz an eine in der Nukleinsaure enthaltene kom- 
plementare "Alu-Sequenz" hybridisiert , wobei sich gemaS der 
vorstehend aufgefuhrten Definitionen die endstandige "Alu-Se- 
quenz im Bereich des Startermolekuls und die komplementare 
"Alu-Sequenz im Bereich des Matrizenmolekuls befinden. Somit 
kann eine endstandige "Alu-Sequenz" in Schritt (b) des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens die Synthese eines Verl anger ungspro- 
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duktes durch beispielsweise die Taq- Polymerase induzieren, wo- 
bei der uberstehende Strang der einzelstrangigen Nukleinsaure 
als Matritze verwendet wird. 

In beiden Fallen, namlich "versetzte Renaturierung" oder 
Schleifenbildung bei chromosomaler DNS, ist die Tempera tur der 
Anlagerung bzw. "Renaturierungstemperatur" von Bedeutung. Re- 
petitive Sequenzen renaturieren aufgrund ihres h&ufigen Vor- 
kommens und ihres zum Teil groSen A-T Gehalts schneller. Hoch- 
repetitive DNS renaturiert schon bei Temperaturen unter 90 °C. 
Die Renaturierung ist aber zum groSen Teil unspezif isch, wo- 
durch teilweise eine versetzte Anlagerung ("Hybridisierung") 
der einzelnen Strange erreicht wird. Dies macht sich die vor- 
liegende Erfindung zum Nutzen. Die schnelle Renaturierung der 
einzelstrangig vorliegenden strange bzw. die schnelle Renatu- 
rierung einer einzelstrangig vorliegenden Nukleinsaure unter 
Schleifenbildung fuhrt dazu, da£ bei der erf indungsgemafien 
Herstellung von Nukleins§uren aus chromosomaler DNS der soge- 
nannte "Annealingschritt" , welcher bei der PCR erforderlich 
ist, unnotig ist. Dies fuhrt dazu, daS in den chromosomalen 
Nukleinsauren enthaltene "single copy" Gene bedeutend lang- 
samer renaturieren und somit unter den gewahlten Bedingurigen 
von beispielsweise uber 70 °C nicht oder nur viel langsamer 
renaturieren und damit keine Startsequenzen fur eine Elonga- 
tion bilden konnen. Wenn beispielsweise eine hochrepetitive 
Nukleins^uresequenz vor dem "single copy" Gen in Synthese- 
bzw. Elongationsrichtung vorliegt, bietet sich die Mog- 
lichkeit, das entsprechende Gen vollstandig, d.h. einschlieS- 
lich seiner "Exons" (kodierende Sequenzen) und seiner 
"Introns" (nicht -kodierende Sequenzen), herzustellen. Dies hat 
den Vorteil, daS in diesem Fall die genaue Sequenz des betref- 
fenden Gens in der nativen DNS erhalten wird und man somit 
nicht auf Kopien ( "cDNA" ) der mRNS der betreffenden Gene ange- 
wiesen ist, die keine Introns mehr enthalten. Diese Moglich- 
keit ist fur die Analyse von beispielsweise des menschlichen 
Genoms von groSer Bedeutung, da sie die Herstellung von spezi- 
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f ischer DNS aus bestimmten Chromosomenregionen in Verbindung 
mit einer exakten Analyse des nativen Zustands erlaubt . 



Bei der Amplif ikation von doppelstrangig vorliegender cDNA 
(Menge im Reaktionsansatz vorzugsweise lxl0~ 9 bis ixlO* 8 g, 
mehr bevorzugt 6xl0~ 9 g) , die "single copy" -Sequenzen repra- 
sentieren und somit keine hochrepetitiven Abschnitte in ihrer 
Sequenz aufweisen, wird die Anlagerung je nach Zusammensetzung 
der Nukleins&uresequenz bei einer Temperatur von etwa 4 0 bis 
80 °C durchgefuhrt. Damit wird einzelnen zum Teil endstandigen 
AT-reichen bzw. GC-reichen Bereichen der Startermolekule er- 
moglicht, an komplementfire Nukleotidsequenzen entweder inner- 
halb der einzelstrangigen Nukleinsauren unter Schleif enbildung 
Oder versetzt zu renaturieren. Dabei sollte der Anlagerungs- 
schritt zur vermeidung einer vollstSndigen Renaturierung der 
zu amplif izierenden Nukleinsauren eine Dauer von einer Stunde 
nicht uberschreiten. 

Alle vorstehenden Ausfuhrungen zu Schritt (a) des erfindungs- 
gemafien Verfahrens sind mutatis mutandis auf die Ausfuhrungs- 
form, bei der Startermolekul und Matrizenmolekul gleich sind, 
anwendbar. 

In Schritt (b) wird die Synthese des Verl&ngerungsproduktes 
("Elongation") bei einer Temperatur durchgefuhrt, die insbe- 
sondere von dem zur Synthese geeigneten Agens abh&ngt, wobei 
Reaktionsprodukte gem^S der vorstehend aufgefuhrten Definition 
erhalten werden. Beispielsweise erfolgt die Synthese bei Ver- 
wendung der Taq- Polymerase bei einer Temperatur zwischen 70 
bis 80 °C / vorzugsweise 72 °C, fur l bis 15 Minuten, vorzugs- 
weise 5 Minuten. 

In Schritt (c) wird das Trennen des Reaktionsproduktes vom Ma- 
trizenmolekul beispielsweise durch Erhitzen des Reaktionsgemi- 
sches ( "Denaturierung") auf 90 bis 100 °C, vorzugsweise 95 °C, 
fur 1 bis 15 Minuten, vorzugsweise 5 Minuten, erreicht . 
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Die Reaktionssequenz (a) bis (c) wird in Schritt (d) des er- 
findungsgemafcen Verfahrens mindestens einmal wiederholt . Ins- 
besondere wird das erf indungsgemafie Verfahren l bis 200 mal, 
vorzugsweise 80 mal wiederholt, wobei nach jeder 40. wiederho- 
lung gegebenenfalls weitere Einheiten des fur die Synthese ge- 
eigneten Agens, bespielsweise l bis 15 Einheiten, , vorzugsweise 
5 Einheiten Taq- Polymerase zugegeben werden. 



Die nach dem erf indungsgemaSen Verfahren hergestellten Reakti- 
onsprodukte konnen mit geeigneten Verfahren und/oder Mitteln 
physikalisch (z.B. durch Ultraschall) und/oder chetnisch (z.B. 
durch "molecular scissors") und/oder enzymatisch (z.B. durch 
Endonukleasen) mindestens einmal gespal ten werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
verwendung der erf indungsgemafc hergestellten und/oder anplifi- 
zierten Nukleinsauren als Nukleinsauresonden. Insbesondere 
konnen die erf indungsgemafc hergestellten und/oder amplifizier- 
ten Nukleinsauren zu diagnostischen Zwecken in der Medizin so- 
wie zu For schungs zwecken verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit 
zum Nachweis von Nukleinsauresequenzen und/oder von Nuklein- 
sauren, der mindestens eine erf indungsgemafi hergestellte 
und/oder amplif izierte Nukleinsaure enthalt. Insbesondere kann 
der erf indungsgemafce Kit auf den Gebieten der biologischen Do- 
simetric, der Tumorzytogenetik, der Mikrobiologie und der Evo- 
lutionsbiologie verwendet werden und hier zum Nachweis von ge- 
netischen, kanzerogenen oder infektiosen Krankheiten verwendet 
werden. Beispielsweise kann bei durch Retroviren ( "temperente 
Phagen") verursachten infektiosen Krankheiten ein Reaktionsge- 
misch mit der wirts-DNS und der Nukleinsauresequenz der Phagen 
gemaB der vorliegenden Erfindung erstellt werden. Dabei fun- 
giert die spezifische Nukleinsaure der Phagen als Startermole- 
kul und die Wirts-DNS als Matrize. Wenn eine Phageninf ektion 
in der wirts-DNS vorliegt, kann sich das Startermolekul der 
Phagennukleinsaure unter geeigneten Reaktionsbedingungen an 
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seine komplementare Sequenz in der wirts-DNS anlagern und 
seine Funktion als Starter ubernehmen. Die Vorteile hierbei 
sind (l) der Nachweis einer Phageninf ektion und (2) Erkennt- 
nisse uber den Inkorporationsmechanismus der betreffenden Pha- 
gennukleinsaure in die wirts-DNS, da die Phagennukleinsaure 
als Starter fungiert und demgemas die synthetisierten Sequen- 
zen ("Elongationsprodukte") teilweise Sequenzen der nativen 
wirts-DNS sind. Dadurch konnen neue Erkenntnisse bezuglich der 
fur die Inkorporation in die wirts-DNS benotigten Agenzien, 
beispielsweise Endonukleasen Oder andere DNS-spaltende 
und/oder inkorporierende Agenzien, erhalten werden. 

Die Figuren zeigen: 

Figyren l bis 7 sind schematische Darstellungen bevorzugter 

Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung, wobei {-) eine 
beliebiges Nukleotid bedeutet, (*) ein Nukleotid des VerlSnge- 
rungsproduktes bedeutet und (|) komplementare Nukleotide be- 
deuten . 

Figur 8 ist die photographische Abbildung eines Agarosegels 
mit nach dem erf indungsgemafien Verfahren herges tell ten Ampli- 
fikationsprodukten. Es bedeuten (von links nach rechts) : Bahn 
l: DNS-Probe spezifisch fur das Centromer des menschlichen 
Chrotnosoms #1 (pUC 1.77 r Cooke et al . , 1972); Bahn 2: mikro- 
dissektiertes Chromosomensegment #1; Bahn 3: durch Mikrodis- 
sektion gewonnene Nukleins^ure- Probe spezifisch fur das Cen- 
tromer des menschlichen Chromosoms #8. (fur die Bahnen l bis 3 
wird jeweils der Anplif ikationspuf f er Nr.i verwendet, die auf- 
getragene Menge betragt jeweils 3 \l! aus einem Endvolumen von 
50 /xl nach beendeter Anplif ikation) ; Bahn 4: DNS-Langen- 
standardmarker Nr. Ill (Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG) 
(aufgetragene Menge 500 ng) ; und Bahnen 5 bis 8: wie Bahnen 1 
bis 3, jedoch in Amplif ikationspuf f er Nr. 2. 

Figur 9 ist die photographische Abbildung eines Agarosegels 
mit nach dem erf indungsgemafien verfahren hergestellten Ampli- 
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fikationsprodukten. Es bedeuten (von links nach rechts) : Bahn 
l: 500 ng DNS-Langenstandardmarker Nr. Ill (Boehringer Mann- 
heim, Mannheim, FRG) und Bahn 2: cDNA des menschlichen myf3- 
Gens (aufgetragene Menge betrSgt 3 //l aus einem Endvolumen von 
50 fil nach beendeter Amplif ikation) . 

Figur 10 ist die photographische Abbildung eines Agarosegels 
mit nach dem erf indungsgemSEen Verfahren hergestellten Anpli- 
fikationsprodukten. Es bedeuten (von links nach rechts): Bahn 
1: cDNA des menschlichen Fibronectin-Gens (auf getragene Menge 
betragt 3 \il aus einem Endvolumen von 50 /xl nach beendeter Am- 
plifikation) und Bahn 2: 500 ng DNS-Langenstandardmarker Nr. 
Ill (Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG) . 

Figur H ist eine photographische Abbildung einer "fluorescent 
multicolor" in situ Hybridisierung nach einem modif izierten 
Verfahren (Celeda et al., Z. Naturforsch. 47c (1992), 739-747) 
an menschlichen Metaphase-Chromosomen . Gelbe Hybridisierungs- 
markierungen (fitc) zeigen die fur das menschliche Chromosom 
#1 spezifische pUC 1.77 DNS-Probe aus Fig. 8, Bahn l; rote Hy- 
bridisierungsmarkierungen (Texas Red) zeigen die fur das men- 
schliche Chromosom #8 spezifische DNS-Probe aus Fig. 8, Bahn 
3. 

Figur 12 ist eine photographische Abbildung einer "fluores- 
zierenden" in situ Hybridisierung unter Verwendung der cDNA 
des menschlichen myf3-Gens aus Fig. 9 nach einem modif izierten 
Verfahren (Celeda et al . , Z. Naturforsch. 47c (1992), 739-747) 
mittels eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops . Es bedeu- 
ten: Bild 1: Hybridisierung an menschliche, in Kultur gehal- 
tene Rhabdomyosarkomzellen; und Bild 2: Hybridisierungen an 
menschliche, aus peripherem Blut gewonnenen Lymphozyten . 

Die nachstehenden Beispiele erl^utern die Erfindung. 
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1. Amplifikation einer fur ri ?s Centromer — des — menschlichen 
Chromosoms tti spezifischen DNS -Probe 

6xl0~ 9 g einer im Handel erhaltlichen pUC 1.77 DNS -Probe fur 
das menschliche Chromosom #l wird zu einer Reaktionslosung 
(Endvolumen 50 /il, "Amplif ikationspuf f er Nr. 1") zugegeben, 
die jeweils 0,8 nmol der Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und 
dTTP, 10 mmol Tris (hydroxymethyl) ami nome than, 3 mmol MgCl 2 , 
50 mmol KC1 und 5 Einheiten einer im Handel erhaltlichen 
Taq- Polymerase enthalt. 

Der Reaktionsansatz wird in einem im Handel erhaltlichen 
Thermocycler eingebracht und 80 Wiederholungen ("Zyklen") 
der Reaktionssequenzen werden durchgef uhrt , wobei nach 4 0 
Wiederholungen weitere 5 Einheiten der Taq -Polymerase zuge- 
geben werden. 

Die Reaktionsbedingungen einer Reaktionssequenz sind (l) 
Denaturieren der im Reaktionsgemisch enthaltenen Nuklein- 
sauren bei 90 °C fur 2 Minuten und (2) Synthetisieren 
("Elongation") eines neuen Nukleinsaurestranges unter ver- 
wendung eines uberstehenden Stranges als Matrize bei 72 °C 
fur 3 Minuten. 

In Figur 8, Bahn 1, ist das Ergebnis dieser Reaktion mit- 
tels Agarose -Gelelektrophorese dargestellt. 

, In Bahn 5 von Figur 8 ist ein Ergebnis mit der gleichen 
DNS-Probe dargestellt, wobei hier die Reaktionslosung 
(Endvolumen 50 /il, "Amplif ikationspuf f er Nr. 2") jeweils 
0,8 nmol der Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 3 mmol 
MgCl 2 , 160 mmol NaCl, 0,02 Vol . -% Tween 20 (Polyoxyethylen- 
sorbitanmonolaurat) und 5 Einheiten einer im Handel erhalt- 
lichen Taq- Polymerase enthalt. 
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2 - AmplifikaCion eines mikrod issektierten Segments vom Chromn- 
som #l 

Die gleichen, wie in Beispiel 1 aufgefuhrten Reaktionen 
werden durchgef uhrt , mit der Ausnahme, dafi 6x10-* g eines 
mikrodissektierten Segments von Chromosom #1 verwendet 
wird. 

Die Ergebnisse sind in Figur 8, Bahnen 2 (Amplif ikations- 
puffer Nr. 1) und 6 {Amplif ikationspuffer Nr. 2), darge- 
stellt . 

3 - Amplif ikation einer mikrodissektierten, fur das Centromer 
des menschlichen Chromosoms #8 soezifischen Nukleinsaure- 
Probe 

Die gleichen, wie in Beispiel l aufgefuhrten Reaktionen 
werden durchgef uhrt , mit der Ausnahme, da£ 6xi0 -9 g einer 
mikrodissektierten, fur das Centromer des menschlichen 
Chromosoms #8 spezif ischen Nukleinsaure- Probe verwendet 
wird. 

Die Ergebnisse sind in Figur 8, Bahnen 3 {Amplif ikations- 
puffer Nr. 1) und 7 (Ampl if ikationspuffer Nr.'. 2), darge- 
stellt. 

4 . Amplif ikation einer CDNA des menschlichen myf3-Gens 

5xl0~ 9 g einer myf-3 DNS-Probe werden zu einer Reaktionslo- 
sung (Endvolumen 50 (il) zugegeben, die jeweils 0,8 nmol der 
Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 3 mmol MgCl 2 , 160 
mmol NaCl, 0,02 Vol.-% Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan- 
monolaurat) und 5 Einheiten einer im Handel erhaltlichen 
Taq- Polymerase enthalt. 

Der Reaktionsansatz wird in einem im Handel erhaltlichen 
Thermocycler eingebracht und 40 Wiederholungen ("Zyklen") 
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der Reaktionssequenzen werden durchgef uhrt . Die Reaktions- 
bedingungen einer Reaktionssequenz sind (l) Denaturieren 
der im Reaktionsgemisch enthaltenen Nukleinsauren bei 90 °C 
fur 2 Minuten und (2) Synthetisieren ("Elongation") eines 
neuen Nukleinsaurest ranges unter Verwendung eines uberste- 
henden Stranges als Matrize bei 72 °C fur l Minute. 

In Figur 9, Bahn 2, ist das Ergebnis dieser Reaktion mit- 
tels Agarose -Gelelektrophorese dargestellt. 

5. Amplif ikation ei ner cDNA-Nukleinsauresonde des menschlichen 
Fibronec tin -Gens 

5xl0~ 9 g einer Fibronec t in -DNS -Probe werden zu einer Reak- 
tionslosung (Endvolumen 50 fil) zugegeben, die jeweils 0,8 
nmol der Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 10 mmol 
Tris(hydroxymethyl) aminomethan, 3 mmol MgCl 2/ 50 mmol KCl 
und 5 Einheiten einer im Handel erhaltlichen Taq- Polymerase 
enthalt. 

Der Reaktionsansatz wird in einem im Handel erhaltlichen 
Thermocycler eingebracht und 80 Wiederholungen ("Zyklen") 
der Reaktionssequenzen werden durchgef uhrt , wobei nach 4 0 
Wiederholungen weitere 5 Einheiten der Taq- Polymerase zuge- 
geben werden. 

Die Reaktionsbedingungen einer Reaktionssequenz sind (l) 
Denaturieren der im Reaktionsgemisch enthaltenen Nuklein- 
sauren bei 94 °C fur 2 Minuten, (2) Anlagerung 
("Annealing") bei 54 °C fur 2 Minuten und (3) Synthetisie- 
ren ("Elongation") eines neuen Nukleinsaurestranges unter 
Verwendung eines uberstehenden Stranges als Matrize bei 
72 °C fur 2 Minuten. 

In Figur 10, Bahn l, ist das Ergebnis dieser Reaktion mit- 
tels Agarose -Gelelektrophorese dargestellt. 
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6. In situ Hvbridisieruncren 

Die in den Figuren ll und 12 dargestellten in situ Hybridi- 
sierungen werden nach dem von Celeda et al. (Z. Natur- 
forsch. 47c (1992), 739-747) beschriebenen Verfahren durch- 
gef uhrt . 



WO960529S [fije:/^ 



Page 20 of 36 



WO 96/05296 PCI7DE95/01003 

- 18 - 
PATENT ANS PRUCHE 

1. Verfahren zur Herstellung und/oder Amplif ikation von 
NukleinsSuren, wobei der Reaktionsansatz ein 
einzelstrangiges Nukleinsauremolekul ( "Startermolekul 11 ) 
mit einer als Starter wirkenden endstandigen 
Nukleotidsequenz und ein einzelstrangiges 
Nukleinsauremolekul ("Matrizenmolekul") mit mindestens 
einer zur Anlagerung an die endstandige Nukleotidsequenz 
eines Startermolekuls befahigten Nukleotidsequenz enthalt, 
umfassend die Schritte 

(a) Anlagern der endstandigen im Startermolekul 
enthaltenen Nukleotidsequenz an eine im 
Matrizenmolekul enthaltenen Nukleotidsequenz unter 
Bildung eines uberstehenden St ranges des 
Matrizenmolekuls, 

(b) Synthetisieren eines Verlangerungsproduktes durch 
Induzieren mit der als Starter wirkenden endstandigen 
Nukleotidsequenz des Startermolekuls unter Verwendung 
des uberstehenden Stranges des Matrizenmolekuls als 
Matrize in Gegenwart von Nukleotiden und mindestens 
einem zur Synthese des verlangerungsproduktes 
geeigneten Agens, wobei eine das VerlSngerungsprodukt 
enthaltende Nukleinsaure ("Reaktionsprodukt^) erhalten 
wird, 

(c) Trennen des Reaktionsproduktes vom Matrizenmolekul, 
und 

(d) mindestens einmaliges wiederholen der Schritte (a) bis 
(c) . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Matrizenmolekul die 
komplementare Sequenz des Startermolekuls ist. 

3. Verfahren nach Anspruch l, wobei das Startermolekul und 
das Matrizenmolekul gleich sind. 
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4. verfahren nach Anspruch l, wobei das Startermolekul 
kovalent an das Matrizenmolekul gebunden ist. 

5. verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei das 
Reaktionsprodukt eine endstandige Nukleotidsequenz 
enth£lt, die zur Anlagerung an mindestens einer 
Nukleotidsequenz des Matrizenmolekul s befShigt ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei 
mindestens eine zur Anlagerung an die endstandige 
Nukleotidsequenz des Startermolekuls befahigte 
Nukleotidsequenz des Matrizenmolekuls endstandig ist und 
im Schritt (b) das Matrizenmolekul als Startermolekul und 
das Startermolekul als Matrizenmolekul gemaS den 
Definitionen in Anspruch l verwendet wird. 

7. verfahren nach einem der Anspruche l bis 6, wobei die zur 
Anlagerung befahigten Nukleotidsequenzen im Startermolekul 
und/oder Matrizenmolekul repetitive Sequenzen sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche i bis 7, wobei das 
Startermolekul und/oder das Matrizenmolekul aus 
chromosomaler DNS stammt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche l bis 8, wobei der 
uberstehende Strang des Matrizenmolekuls mit einer 
genetischen, kanzerogenen oder infekti6sen Krankheit 
verbunden ist. 

10. verfahren nach einem der Anspruche l bis 9, wobei die zur 
Anlagerung befahigten Nukleotidsequenzen des 
Startermolekuls und/oder des Matrizenmolekuls mindestens 
eine Erkennungssequenz fur Endonukleasen enthalten. 



11. Verfahren nach einem der Anspruche l bis io # wobei 
zusatzlich das Reaktionsprodukt jeder Reaktionssequenz (a) 
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bis (c) als Startermolekul und/oder als Matrizenmolekul 
gemaS den Definitionen in Anspruch l verwendet wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche l bis 11, wobei das 
Agens T4-DNA- Polymerase, E. coli DNA-Polymerase I, Reverse 
Transkriptase Oder ein synthetisierendes und/oder Hitze- 
stabiles Enzym ist . 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei 
mindestens ein Teil der Nukleotide eine Markierung 
auf weist . 

14. Verfahren nach einem der Anspruche l bis 13, wobei die 
Reaktionsprodukte markiert werden. 

15. Verfahren nacch einem der Anspruche 1 bis 14, wobei das 
Reaktionsprodukt mindestens einmal gespalten wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Reaktionsprodukt 
physikalisch und/oder chemisch und/oder enzymatisch 
gespalten wird. 

17. Verwendung der nach einem der Anspruche 1 bis 16 
hergestellten Reaktionsprodukte als NukleinsSuresonden . 

18. Diagnostischer Kit zum Nachweis von spezifischen in 
Nukleinsauren enthaltenen Sequenzen und/oder von 
Nukleinsauren, enhaltend die nach einem der Anspruche 1 
bis 16 hergestellten Reaktionsprodukte. 
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Reaktionsansatz 
TTT — 

AAA 

Schritt (a) : 

TTT 

AAA 



Fig, 1 



(Matrizenmolekul ) 
(Startermolekul) 



Schritt (b) : 
TTT 

******** *AAA ( Reak t ionsproduk t ) 

Mogliche Reak t ionsproduk te nach einer Wiederholung: 



***** ****AAA_ 



Pig. 2 



Reaktionsansatz : 
TTT TTT 



AAA- 



Schritt (a) : 

TTT TTT- ■ 

AAA-- 



( Ma t r i zenmolekul ) 
(Startermolekul) 



Schritt (b) : 
TTT TTT 

AAA* * * * * * AAA ( Reakt ionsprodukt ) 

Mogliche Reakt ionsproduk te nach einer Wiederholung: 

AAA+*** + *AAA 

AAA* * * * * * AAA* * * * * * AAA 
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Reaktionsansatz ; 

AAA TTT 



AAA- 



-TTT — 



Schritt (a) : 

AAA -TTT 

AAA 



Pig- 3 



-TTT 



(Matrizenmolekul) 
(Startermolekul) 



Schritt (b) : 
AAA TTT 

TTT***.***AAA TTT---' (Reaktionsprodukt) 

Mogliche Reaktionsprodukte nach einer wiederholung: 
TTT***++*AAA TTT 

Pig. 4 



Reaktionsansatz : 
AAA TTT 



AAA- 



-TTT 



Schritt (a) : 

AAA TTT 

AAA- 



-TTT 



Schritt (b) : 

AAA TTT*********AAA 

TTT*********AAA TTT 



(Matrizenmolekul) 
(Startermolekul) 



(Reaktionsprodukt ) 
(Reaktionsprodukt) 



Mogliche Reaktionsprodukte nach einer Wiederholung: 

AAA _--TTT*********AAA 

TTT* + *******AAA -TTT 

AAA TTT*** + *****AAA*********TTT*********AAA 

TTT*********AAA*********TTT****+****AAA TTT 
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Pig. 5 

Reaktionsansatz : 

AAA AAA- - - - - (Mat rizenmolekul ) 

MINIM 

TTT (Startermolekul) 

Schritt (a) : 

AAA AAA 

TTT 

Schritt (b) : 

AAA AAA 

TTT* ******* *ttt ( Reakt ionsprodukt ) 

Mogliche Reakt ionsprodukt e nach einer Wiederholung: 

TTT**** * * * * *TTT 

TTT****** ***TTT*********TTT 



Fig* 6 

Reaktionsansatz : 

AAA AAA (Mat rizenmolekul) 

f I I I f I I I I I 

TTT TTT (Startermolekul) 

Schritt (a) : 

AAA AAA 

TTT TTT 

Schritt (b) : 

AAA AAA* ******** * AAA ( Reakt ionsprodukt ) 

TTT* ********* TTT TTT ( Reakt i onspr odukt ) 

Mogliche Reaktionsprodukte nach einer Wiederholung: 

AAA AAA**********AAA 

TTT* ******** *TTT- TTT 

AAA AAA* ******** * AAA* ******** *AAA 

TTT** ** * * * * * *TTT* ******** *TTT TTT 

AAA AAA** ** * * * * * *AAA* ****** * * *AAA* ******** *AAA 

TTT* ******** *TTT* ******* **TTT* ****** ***TTT TTT 



yyO9605296 [fiie:/A\(^dmrfsQ 



Page 26 of 36 



WO 96/05296 PCIYDE95/01003 

- 4/8 - 



Fig. 7 

Reaktionsansatz : 

kovalente Bindung 
i 

AAA : TTT-- (Nukleinsaure) 

(Startermolekul) (Matrizenmolekul) 

Schritt (a) : 



Schleife-* ( AAA 
: TTT 

Schritt (b) : 



( AAA**********++ 

. TTT 

Mogliche Reaktionsprodukte nach einer Wiederholung: 

***** * ** * ***AAA : TTT 

*** ★********«j*j w p*** ************** ****AAA- -/ /- -TTT 

Pig. 8 
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Fig. 9 




Fig. 10 
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Fig. 11 
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Fig. 12 

Bi lc i 
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Fig.12 

Bild 2 
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